大腸菌の定常期における酸化ストレス耐性に関与する遺伝子群の遺伝学的解析 by 岩舘 佑未
【学位論文審査の要旨】 
 
１ 研究の目的 
 バクテリアは自然環境において、増殖を支えるのに充分な栄養源がない場合、定常期の
状態で生存する。この定常期における生存機構、ストレス耐性機構は重要であるが、まだ
十分には理解されていない。大腸菌をモデルとして定常期の生存に関わる遺伝子群を同定
することは、例えば病原性細菌の定常期における生存機構の理解にも繋がるので、応用的
な面からも重要である。本研究の目的は定常期の酸化ストレス耐性機構を明らかにするこ
とで、定常期の酸化ストレス耐性に関与する遺伝子群の探索を行い、以下の３種の遺伝子
群を同定し解析を行った。 
 
２ 研究の方法と結果 
 定常期のリン酸飢餓における生存は、酸化ストレス耐性と関連することが示唆されてい
たが具体的な機構については明らかになっていなかった。そこでリン酸飢餓により発現が
誘導される遺伝子群の中で、酸化ストレスによって発現が著しく誘導される機能未知遺伝
子 ytfKに注目し、その破壊株を作製して調べたところ、硝酸存在下で過酸化水素に感受性
になり、またリン酸飢餓における生存にも関与することが分かった。細胞の過酸化水素分
解活性を調べたところ、ytfKはカタラーゼ Gによる過酸化水素の除去に関与することがわ
かった。そこでカタラーゼ Gの発現を調べる系を作製して調べたところ、ytfKはカタラー
ゼ Gの転写調節に関与する因子であることが分かった。硝酸の影響については、ytfKの発
現、ytfKによるカタラーゼ Gの転写促進ではなく、カタラーゼ Gの活性を促進することが
わかった。大腸菌ではリン酸飢餓によって酸化ストレスが発生することが知られており、
ytfK はリン酸飢餓の時に働く酸化ストレス耐性機構の一つとして働くことが明らかになっ
た。 
 また定常期における酸化ストレス耐性機構に関与する遺伝子を網羅的に探索するために、
数十 kbから数百 kbにわたる染色体の広域欠失変異を組み合わせて作製されたゲノム縮小
株を用いた探索を行った。ゲノム縮小株群の活性酸素種を産生する Redox-cycling drugの
一つであるメナジオンに対する感受性を調べることによって、メナジオン耐性に関わる染
色体領域をいくつか同定し、その一つの染色体領域の解析から、セレノシステインの合成
に必要な遺伝子である selAB が、定常期におけるメナジオン耐性に関与することを明らか
にした。そこで大腸菌で唯一セレノシステインを利用するギ酸脱水素酵素の遺伝子群につ
いて調べたところ、ギ酸脱水素酵素がメナジオン耐性に関与することが分かった。ギ酸脱
水素酵素はグルコース代謝に関わる酵素群の中で唯一モリブデンコファクターを持ち、モ
リブデンコファクターの酵素への挿入には FdhD シャペロンが必須である。ところがギ酸
脱水素酵素についての研究から、微好気条件では FdhD シャペロンを欠損した株でもギ酸
脱水素酵素がメナジオン耐性に関与することがわかった。FdhDシャペロンを欠損した株で
はギ酸脱水素酵素が検出されないこと、またギ酸脱水素酵素活性に必要なサブユニットの
欠損株でもメナジオン耐性になることなどから、ギ酸脱水素活性とは別に、グルコースか
ら生ずる還元力を処理することで活性酸素種の発生を抑えることによって酸化ストレス耐
性に働くことが示唆された。 
 さらにゲノム縮小株の解析で同定されたもう一つの染色体領域から、メナジオン耐性に
関与する遺伝子として機能未知の aegAを同定した。aegAとそのパラログの ygfTの遺伝子
発現を調べたところ、両者とも好気条件下で発現量が低下することが分かった。ygfT 遺伝
子は尿酸のトランスポーターの遺伝子の隣に位置することから、培地に尿酸を加えた時の
影響について調べたところ、ygfT遺伝子は尿酸によって発現量が増大することも分かった。
そこで尿酸を培地に加えて定常期まで培養した時の酸化ストレス耐性について調べたとこ
ろ、aegA ygfT二重変異株はRedox-cycling drugに感受性になることが分かった。またaegA, 
ygfTがコードするタンパク質の N末端側はフェレドキシンと相同性が高いことから、同様
にフェレドキシンと相同性が高いタンパク質をコードする遺伝子について調べたところ、
ギ酸脱水素酵素の一つである FDH-Hと機能的に関連があることが示唆された。これらの結
果から、aegA, ygfT が酸化ストレス耐性に働くこと、また大腸菌ではまだ知られていない
尿酸の利用にも関与する可能性が示唆された。 
 
３ 審査の結果 
 これまでバクテリアの定常期における生存機構については、あまりよく解明されていな
かった。例えば定常期における生存機構に関与する遺伝子も、これまでにほとんど同定さ
れていなかった。その原因の一つは、定常期における生存を調べるには一株ごとに手間と
時間をかけて調べなければならないため、変異株の単離が困難であることである。その点、
論文著者の所属する首都大の分子遺伝学研究室で作製されてきた大腸菌の染色体広域欠失
変異株群や、それらを組み合わせることによって作製されたゲノム縮小株群を利用すると、
30株余りで 2,000近くの遺伝子を欠失させた時の影響について調べることができるので、
一株ごとの丁寧なアッセイによる定常期における生存に関する変異株の単離、遺伝子の同
定が可能になる。また定常期における生存機構のように、様々な培養条件に対して、種々
の機能が重複する機構が存在する場合には、野生株を基にした研究では関与する遺伝子の
同定が難しい。それに対して野生株の染色体の４０％程度を欠失しているようなゲノム縮
小株群を利用すると、機能が重複する複数の機構のいくつかが失われている場合には、関
与する遺伝子の同定が可能になる。またゲノム縮小株群を利用して関与することが示唆さ
れた遺伝子について、多くの培養条件について詳細に調べることにより、機能する条件を
解明することができる場合がある。本研究で定常期における生存機構に関与する遺伝子群
の同定に成功した理由の一つは、染色体広域欠失変異株群やゲノム縮小株群を論文著者が
上手に利用できたことであり大きく評価できる。 
 一般に酸化ストレス耐性というと、活性酸素種を分解する酵素群に注目することが多い
が、本研究ではそのような活性酸素種の処理に働く新規遺伝子に加えて、これまで解析が
進んでいなかった、活性酸素種の発生を抑える機構に関与する遺伝子群も同定され、広い
意味での酸化ストレス耐性機構の一端を明らかにし、生物の持つ酸化ストレス耐性機構の
全体像の解明に向けて手がかりを得ることができた。これらの点についても高く評価でき
る。 
 これらの研究成果の一部はすでに国際雑誌に発表され、国際的にも高く評価されており、
本論文は博士（理学）の学位に十分値するものと判定した。 
 
４ 最終試験の結果 
 本学の学位規定に従って、試験および試問を行った。公開の席上で論文内容の発表を行
い、生命科学専攻教員による質疑応答をもって試験とした。また、論文審査委員による本
論文および関連分野の試問を行った。その結果、専門科目および外国語について十分な学
力があることを認め合格と判定した。 
 
 
